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糖尿病患者で は イ ン ス リ ン 治療 に より網膜症が増悪する こ と が 臨床的に知ら れ て い るが , そ の 分子機構は な お 明ら か で
な い . 本研究 で 筆者 は , イ ン ス リ ン が ヒ ト微小 血管内皮細胞 の 増殖 と管腔形成に どの よう な影響を及ぼす か に つ き検討 し た.
そ の 結果, 微小 血管内皮細胞 の D N A合成 と管腔形成 は培地中 に添加 し たイ ン ス リ ン の 濃度 に依存 して促進 さ れ る こ とが 見い
出 さ れ た . また , こ の イ ン ス 1) ン の 血 管新生 促進作用 は主と し て血 管内皮増殖国子(v a s c ula r endothelial growth fa cto l
'
,
V E G F) によ っ て 仲 介さ れ る こ とが 明 ら か と な っ た . こ れ は以 下 の 根拠 か らで あ る . イ ン ス リ ン に曝露 され た 内皮細胞で は 分
泌型 V E G F をコ ー ドす る m R N A量が 約3倍増加 し た . → 方 , V EG F受容体であ る含キ ナ ー ゼ イ ン サ
ー ト領域受容体 (kin as e
ins e rtdo m ain-C O ntainingre c epto r,kdY), .伽ざ楼テ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 1(触s-1iketyr o sin ekin a s el,Ptl)の m R N A量に は変化を認めな
か っ た . イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞の 増殖と管腔形成促進作用は抗 V E G F単ク ロ ー ン抗体 に よ っ て 完 全に 中和 され た. さ ら に,
イ ン ス リ ン は血 管新生の 代表的な促進因子である低酸素の 血 管新生活性を相加的 に増強 した . イ ン ス リ ン は 内皮細胞 の プ ラ ス
ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビタ ー 1(plas minoge n a ctiv ato rinhibito r-1, P AI-1) の 活性 を増加させ る こ ともは じめ て 見 い
出さ れ た . 従 っ て イ ン ス リ ン は オ ー ト クリ ン V E G Fを介 して 直接的に 血管新生 を促進 させ る の みな らず, 血 栓形成に よ り 局所
的な虚血状態を招く こ とで 間接的 にも血管新生を促 し, 糖尿病性網膜症の 進展, 増悪 に関与するもの と考え られ た.
Key w o rds in sulin, a ngioge n esi , V a S C ular endothelialgrowth factor,hy poxia,diabetic r etin opathy
ヒ トイ ン ス リ ン 製剤 の 臨床 へ の 応用 は糖尿病患者 に大き な恩
恵をも た ら して きた . 事実 , イ ン ス リ ン 治療 に よ り糖尿病性血
管合併症 の 進展, 増悪 が 阻止 さ れう る と い う 大規模 な疫学調査
の 成績も近年報告 さ れ て い る
1)
. しか し, イ ン ス リ ン 治療 は 両
刃の 失 と もなる . 治療に 際 して 行わ れ る イ ン ス リ ン の 非 牛理 的
な投与は高イ ン ス リ ン 血 症 を招き, 高脂血 症, 吉川lI.圧 を 引き起
こ して 動脈硬化を助長す る こ とが 知ら れ て きて お り 封, 疫サ 的
にもイ ン ス リ ン の 投与そ の もの が 糖屁病性網膜症 を増悪さ せ る
独立 した 危険朋子 である こ と が明 らか に され た
: り
.
近年, 血管 透過性囲イ･ と して も知 ら れ る 血管l勺皮増植囚｢
(v as c ula r e ndothelialgr o wth factor, V E G F) が網膜虚血部 で
さ れ増殖性糖尿病性鰍脚舶二お け る 血管新生 に 関
′
j一 して い る こ
と が 明 らか に さ れ た 4)5). 筆 者 らも慢性的 な高血糖状態 で促進
的に形成, 蓄積 され る 後期糖化反応生成物 (adv an cedglyc atio n
e ndprodu cts, A GE) が 内皮細胞自身で産/とさ れ る オ
ー トク 1) ン
Ⅵ‡G Fを介 して 血 管新生 を誘導する こ と を既 に報子l～し て い る
6)
.
さ ら に糖 尿柄性網膜症 に お け る 血 液一網 膜l瑚門(blo od- retin al
barrie r, B R B) の 破綻 にもV E G Fの 関与 が指摘 さ れ て おり
7)
, こ
の こ と は 虚血 や 低酸素以外の 他の 因子 に よ っ て も V E G F が誘導
されう る こ と を示唆 して い る . そ こ で 本研究で は イ ン ス リ ン に
よる糖尿病性網膜症の 進展, 増悪の 分子機構を明 らか に する た
め , イ ン ス リ ン の 血 管新生 に 及ぼす影響 に つ き検討 した.
材料及び方法
1 . 材料
ヒ ト皮膚微小Irtl.管内皮細胞は ク ラ ボ ウ 托 (寝犀 川) よ り 恵与




, 1ノ′∠g/111の ヒ ド ロ コ
ー チ ゾ ン を 加え
た E-B M培 地で 維持 し, 粟験 に は 5 ､ 1 0継代Ilの 柳川包を朋 い
た.
11. 内皮細胞の低酸素培養
ヒ ト微小血管内皮細胞の 培養フ ラ ス コ をノ(左もコ ン ト ロ ー ル 招
養子 ェ ン バ ー (Bellc o, Vin ela nd, USA) 巨‖ニ 置き, 02 (10
<‰,
5(‰ま た は2.5 %) とC O2(5 %)と N2(85
{施, 90 % ま た は92.5%)
の 混合 ガ ス 川 本酸素, 東京) を毎分10 リッ トル の 流 量で 5分
l耶一盲三人 し密閉 し た 後, 37 ℃の 恒 温室 に静置 し た . 混 合ガ ス は
24時間毎 に置換 し た. チ ェ ン バ ー 内の ガス 組成は ± 0.05 %の 精
度 で 24時間-一一 定 に保 たれ て い たバ).
鳳 . 細胞増殖 の定量
1. 生 細胞数の 算定
細胞を2 4穴 の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ (Co sta r, Ple a s a nto n,
U S A) に 播種後程時的に0.25% ト リ プ シ ン で 分散 し, 0.17 %
平成10年9月10日受付 , 平成10年12月10 El受理
Abbreviatio n s: A G E, adv an c ed glyc atio ne ndprodu cts;B R B, blo od-r etin al barier;E C, e ndothelialcells;Ptl, bns-
1ike tyro sin ekin as el;hdr, kin a sein s ertdo m ain-C O ntaining re ceptor; m A b, m O n O Clo n alantibody; N F
- 〟B, n u Cle ar
factor-kap pa B;P AI-1, Plas min ogen a ctiv atorinhibitor-1;R T P C R, r e V e r S etranSCription
-
pOlym e ras e chain r e actio n;
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(w/可 ト リ バ ン プ ル ー を含 む培地 で希釈 し血球計算板を用 い て
生細胞数 を算定 した 9).
2 . D N A合成能の 測定
内皮細胞を24穴ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ に各穴あたり2 × 104個
播種 し, 細胞 の 接着を確認 した うえで各種条件下 で 24時間培
養後, D N A合成を測定 し た . す なわ ち最終濃度が 1FLCi/ml と
な るよう に[3H]チ ミ ジ ン (82.9 Ci/m m ol, N E N Re s e ar Ch Produ ct,
Bo sto n, ロS A) を加え4時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後, 氷 冷
5 % トリ クロ ロ 酢酸(trichrolo ac etic a cid, T CA)を加え20分間氷
上 に静置 して 細胞を固定 し, 細胞を水冷5 % T C A に て3回洗浄
後, 1 M水酸化 ナ トリ ウ ム 200/∠lを加え室温20分間 の 鹿渡 に よ
り溶解 し た , 1 M塩酸20 0/∠1 で中和後 , 全量を5ml の液体 シ ン
チ レ 一 夕 ー と混和 し
3
H 放射活性を測定 し た
10)
.
Ⅳ . D N A の化学合成
1 . プ ライ マ ー お よ び プロ ー ブ
V E G F お よび V E G F受容体 mR N A検出用 オ リ ゴ デ オ キ シリ ボ
ヌ ク レ オ チ ドプラ イ マ ー お よ び ブ ロ ー プ は フ ォ ス フ ォ ア ミ ダイ
ド法 に より D N A合成装置 モ デ ル 3 92(Applied Bio syste m s,
Fo ste rCity, U S A)を用 い て化学合成 し た. 合成彼の オ リ ゴデ オ
キ シ 1) ボヌ ク レ オ チ ド 精製 に は O P C カ ラム (Applied
Bio syste m s) を用 い た . V E G F, V E G F受容体である含キ ナ ー ゼ
イ ン サ ー ト領 域受容体 (kin a s ein s e rt do rn ain - C O ntaining
re cepto r, kdr), カ那 様チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ1(触 s-1ike tyr o sin e
bn a sel,月明 なら び に β- ア ク チ ン の プ ラ イ マ ー お よ び プロ ー ブ
の 配列 は No m u r aら8)に従っ た .
Ⅴ . ポ 里瑚+ R N A の分離
種 々 の 条件下 で 培養 した微小血管内皮細胞 か らQuick Pr ep
mR N A精製キ ッ ト 肝har m a cia, Uppsala,Sw eden) を用い て ポ リ
(朗
十
R N A を分離 した 11).
Ⅶ. 逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 (re v e r s etr an S Criptio n-
P C R, E r P C R)とそ の産物の サ ザ ン プロ ッ ト解析
Ge n eAmp R N A P C R キッ ト (Pe rkin-Elm e rCetu s, No r w alk,
ロS朗 を用 い , まず ポリ(却
+
R N Aを鋳型と して 逆転写酵素 にて
cD N A を合成 し, つ い で , 各 m R N A に特異的な プ ラ イ マ ー を用
い て Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ にて cD N A断片を増幅 し た . 反 応




こ の 際の P C R条件は No m u raら 8) に従 っ て定 量性をも つ
と 考えら れ る30ng の ポ リ(A)
+ R N Aを用 い , V E G F は 30 サイ ク
ル , kdrお よ びjltJ で は 25 サイク ル で 行 っ た . 増幅後 の cD N A
を2 % ア ガロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動後 , ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー
(ハ イ ポ ン ドN
+
, Ame r sha m, Bu ckingha m shir e, U K) に転写 し
紫外線 にて 固定 し た . つ い で フ ィ ル タ ー を50 % ホル ム ア ミ ド,
5 × [食塩- リ ン 酸ナ ト リ ウ ム ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸液
(s alin e s odiu m pho sphate ethyle n edia min etetr a a c etic a cid,
S S PE)], 5 × デ ン ハ ル ト 液 (0.1 % ポ リビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン ,
0.1% ウ シ ア ル ブ ミ ン , 0.1 %フ ィ コ
ー ル), 1% SD S, 50FLg/ml
変性 サ ケ 精子 D N A か らな る 溶液中 で 50℃ , 4時 間 プ レ ハ イ
プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た後 , 5 0 % ホル ム ア ミ ド , 5 ×
S S P E, 5 × デ ン ハ ル ト液, 1 % S D S, 5 00FLg/ml変 性サ ケ 精
子 D N A,
32
p標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プロ ー ブ 10pm ol か ら
な る溶液中 で 50 ℃, 1 6時 間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン さ せ た .
上
プ ロ ー ブ 標識 に は , D N A5
'
末端 標識 キ ッ ト (宝酒造, 京都)と




ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後, フ ィ ル タ ー を2× SS C,
0.1 % S D S に て室温 で 1 5分間洗浄 し, - 80℃で オ ー トラ ジ オ
グ ラ フ イ ー を 行 っ た . シ グ ナ ル 強度 の 測定 に は バ イ オ イ メ ー
ジア ナ ライ ザ ー F UJⅨ B A S lOOO(富士 フ イ ル ム , 浜松)を使用
した .
Ⅶ . 微小 血 管内皮細胞の管腔形成
24穴ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ を各 穴あ たり2 50/∠1の マ トリ ゲ ル
(Collabo r ativ eRe s e a rch, Bedfo rd, U S A) で被服 し, 37℃で1時
間静置 し溶液を固形化 させ た
6)14)1 5)
. そ の 後, 各穴あ たり4×
10
4
個の 微小血 管内皮細胞を播種 し細胞接着 を確認 した うえで,
抗V E G F単 ク ロ ー ン 抗体で ある B し2(三 井製薬 生物科学研究所
より恵与)10〃g/mlの 存在, 非存在下 で30分間前処置 した . そ
の 後5 % 02の 低酸素また は 0.1/増/mlの ヒ ト組換え型イ ン ス リ
ン (Sigm a, St. b uis, U S A) の 投与, 非投与 下で 6時間培養 した.
各条件 ご と に無作為 に選 んだ9視野を写真 に撮り , 毛細管様構
造の 長 さをN I H イ メー ジ (Ve rsio nl.56) を用 い て コ ン ピ ュ ー タ
解析 した . これ ら の 毛細管横構造は電子顕微鏡像 に て内膳を有
して い る こ と が確認 され て い る.
Ⅷ . プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ タ ー イ ン ヒ ビ タ ー ー 1
(Pla smin oge n a ctiv ato ri nl1ibito r-1, P A I-1)活性の測
定
0.1〃g/mlの イ ン ス リ ン の 投与, 非投 与下 で 内皮細胞を無血
清培地 に て24時間培養後, 培地中に放出さ れ た P AI-1活性を測
定 した. す な わ ち, 調整培地25/ノ‖こ最終濃度3.8単位/mlの ウ
ロ キ ナ ー ゼ UC R Pha r m a c e utic als Co .Ltd. , 神 戸), 20FLg/mlの
プ ラス ミ ノ ー ゲ ン (BioPu rA G, Bube ndo rf,S witze rland), さら
に発色性の 基質 と して バ リ ン 一 口 イ シ ン ーリ ジ ンー ニ トロ ア ニ
1) ド化合物(D-Ⅴal- Leu-Iq s p-nito r o anilide) (Sigm a) を60FLm Ol/1
加え, 基 質の 加水分解を0分か ら240分まで計測 し, プ ラス ミ
ン の 生成 を発色吸光度曲線 より算定 した . P AI-1悟性 は プラ ス




Ⅰ. イ ン ス リ ンの 微小血管内皮細胞 へ の作用
1 . D N A合成の 促進作用
ヒ ト微小 血管内皮細胞 の 増殖 に イ ン ス リ ン が ど の よう な影
響を及ぼす かを D N Aへ の [3H]チ ミ ジ ン の 取り込 み能で検討
した . 図1A に示す よう に イ ン ス リ ン に より内皮細胞 に おける
D N A合成 は促進 され た . イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞 D NA合成
促進活性 は0.1〃g/ml で最高値 を示 し対照群 の 約1 50 %程度で
あ っ た .
2 . V E G F と その 受容体 の 発現
ヒ トV E G F遺伝子 か らは オル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グによ
り鎖長の 異な る4種 の m R N A が生 じ, こ の う ち鎮長の 長い 2つ
の m R N A分子種 か らは 非分泌型 の V E G F189, V E G F2｡6が , 残る2
種 か ら は 分泌型 の V E G F1 2 1, V E G F165の 蛋白質産物 が生ずる ･
そ こ で4種 の m R N Aを峻別 しう る R r P C R法を用 い て検討した
結果を図1 B に示す. 内皮細胞 に お い て は分泌型 の V E G F121,
V E G F165に対応す る486bp と618bpの D N A断片 が増幅 され , そ
S S P E, S alin e s odiu m pho sphate ethyle n edia min etetr a a cetic a cid;T C A, trichr olo a c etic acid;V E G F, V a S C ular
e ndothelialgro w血 factor.
イ ン ス リ ン によ る 血 管新生 の 誘導
の 発現量 はイ ン ス リ ン に より増強さ れ た . 0.1/ノg/mlの イ ン ス
リ ン 投 与に よ り対照 と比 して 約3倍程度 の 誘導 が認め ら れ た .
rJ 方, V E G F受容体であ るk drやPtlの m R N Aレ ベ ル はイ ン ス
リ ン の 投 与に より変化 はうけなか っ た .
3. 抗 V E G F単ク ロ ー ン抗体 に よ る増殖中和作用
イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞 の 増殖促進作用 に オ ー ト ク リ ン
0 0.01 0.1 1 1 0
1n $ u]in (pg/rnl)
In sulin (pg/mJ)
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V E G F が機能的に関与 して い る か どう か を明 らか にす る た め ,
内皮細胞をB し2 で30分間前処置し た後, 0.1〃g/mlの イ ン ス リ
ン の 投 与, 非投 与下 で 24時間培養 し【
3
別 チ ミ ジ ン の 取り込 み能
を検討 した . こ の 結果, 図1 C に示すよう に抗 ヒ ト V E G F単ク
ロ ー ン抗体 で ある B し2はイ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞の D N A合
成促進作用を量依存的 に減少させ た . 10〃g/mlの B し2 で イン
0 1 0 0 1 5 1 0
A b( 岬/mt)
Fig. 1. (A) E ffe cts of in s ulin o n D N Asynthe sis in
micr ov as cular e ndothe rialc e11s(E C). E Cw er etre ated withthe
indic ated c o n c e ntr atio n sofr eco mbin a nthu m anin sulinfo r24
hr, a ndthe n[
:i
H]thymidin ein c o rpo ratio ninto a cid-in s oluble
fr a ctio ns w a sdete r min ed. Ea ch c olu m n r epre s e nts the 盲 ±
S E Mof 3replicate experim e nts.
* P<0.0 5,
★ ★ P<0･01c o mpar ed
to the c o ntr oIv alu e witho utad ditv e s(Student
'
st te st). (B)
Expre s sio n of V E G Fa nd itstw o r e cepto rge n e sin E Cwhe n
e xpo sedtoin s ulin. Poly(刃
十
R N Asw er eis olated 丘
･
O mE Cthat
had be e nin c ubated with thein.dic ated c o n c e ntr atio n s of
in sulinfo r4 hrin a mediu mla cking epider malgro wth fa cto r
a nd hydr ocortis o n e, a nd u nde rγe nt R T
-P C R･ P C R
a mpliAc ation fo r/? -a Ctin mR N Aw aspe rfo r m ed at20cycles･
(C) Effe cts ofa B し2m o n o clo n ala ntibody(m Ab) again st
V E G Fo nthe in s ulin -indu c ed D N Asynthe sis . E Cw e re
pr ein c ubated withthe v ario u s c o n centratio n s ofthe a ntibody
fo r30min, andthe ntre ated withor witho utO.1Flg/ml ins ulin
fo r24 hrin a m ediu mla cking epide r m algr o wth facto r a nd
hydr o c o rtis o n e. The perc e ntage of 【
3
H]thy midin e
in c o rpo r atio nisindic ated o nthe o rdin ate･ Ea ch c olu m n
r epr e s e nts the m ean v alu e s of 4
-8 replic ate e xpe rim e nts･
Ve rtic alba rs sho wS E M.
* P<0.05,
* * P<0.01, C O mpar edtothe
valu e obtained with O.1iLg/ml in s ulin alo n e(Student
'
sttest)･
〟),B し2anti｣V E G FmA b.
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ス リ ン の 作用は完全に中和 され た . また 同濃度の 抗体は イ ン ス
リ ン 非投与 下 で の 内皮細胞の D N A合成 に は何 ら 影響 を与え な
か っ た .
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1. 種々 の 低酸素下 で の 増殖促進作用
従来より血管新生 を惹起す る主要因の ひ と つ と して 虚血の 結
果 生ず る組織内酸素濃度の 低下 が 考えら れ て い る . そ こ で実際
に血 管新生の 場 と な る微小血管内皮細胞を用い て 低酸素の 内皮
% 02
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Fig. 2. (邦 Gr o wth of hu m an mic ro v a sc ularE Cu nde rhypo xia. 2× 10
4
c e11s w er e se ed dpe r w ella ndgro w n u nde r v ario u s c o n centratio n
s
ofoxy ge n. m e n u mbpr ofv址1e c ellsisindic ated o nthe o rdinate･ Cultu reperiod afte r c ellatta chm e ntisindic atedo nthe ab
s cis s a･ Each
pointr epr e se nts the m e an如rtriplicite e xperim e nts;Ve rtic al bar S Sho wS E M wi1e nla rgerthan the symbol:
★P<0･05,
* *P<0･0 1c o mpared
t｡ the n u mbe r of the c ells c ultu redu nder20% 02(Stude nt
,
st te st). ●,20 %;○,10%;1,5%; ▲ ,2.5% 02. (B)E Ce xpre s sio n of V E G Fa ndits
tw o r e cepto rge n e s u nde rhypo xia, Poly(朗
十 RNAs w er eis olated 血
･
O m E Ctr e ated wi th theindic ated c o n c e ntratio n sofo xy ge nfo r24 hr,
and a nalyz ed byR TIP C R. (C) Ne utralization by a nti Ⅷ G FI鵬b of hypoxia-indu c ed D N Asynthe sis･ EC w e reprein cubated withaB L
･2
mA b fo r30min, a ndthe n e xposedto5% 02for24 hrin E
-B M m ediu m supple m e nted wi th 5% fetal bovin e seru m alo n e･ T he per c entage Of
【
3
H]thymidin ein co rpo ratio nisindicated onthe o rd inate ･ Each c olu m n r epre se nts 也e m ea n valu e of 4rephc atedete r min atio n s･ Verdcal
ba rs sho wS E M. * P<0.001,
* *P<0.000 1c o mpa redto the valu ewi th 5% 02 alo n e(Stude nt
'
st te sO . Ab, B Lr2 anti〃E G Fm Ab･
イ ン ス リ ン によ る 血管新生 の 誘導
細胞増殖 に及ぼす影響を検討 し た. そ の 結 果, 図2 A に示す よ
うに低酸素状態 に よ り 内皮細胞 の 増殖 は有意 に促進 され , 5 %
02で 最大の 増殖促進効果が得 ら れ た. 酸素濃度 に よる 増殖促進
効果は5% > 10 % > 2.5 % > 20 % であ っ た .
20 20 5 5
%02
C H I H+l
‡∈喜∈1…守=
β･ a Ctin - -
Fig.3. M ic r o v a s c ula rE C D N Asynthe sis a nd V E G Fge n e
e xpre s sio nin the pr e s e n c e of in s ulin andhypo xia . (A)E C
W er e e XpO S edto5%o r20% 02in thepre se n c e o r abs e n c e of O･1
/Lg/ml in s ulinfo r24hrin a m ediu mlacking epide r m algro wth
facto r a nd hydroco rtis on e, a nd a s s ayed fo r[
3
H]thymidin e
in c o rpo ration . Ea ch c olu m n r epr e s e nts the 貢 ± S E Mof 4
r eplic ate deter min atio n s.
★ P<0.05,
* * P<0.00 5,
★ ★ ' P<0･001
CO mpa r edto the c o ntr olv alu e witho utadditv e s(Stude nt
'
s t
te st). (B)E Cw e r e e xpo s ed to 5%or20 % 02fo r20 hr, and
furthe rin c ubated withorwitho utO.1 FLg/mlin sulinfo r4 hr
u nderthe s a m e atm o sphe re. ¶1 en30ng poly(刃
+
R N A fro m
ea ch c ultu r e w e re a mplified by R TIP C R. C, C O ntr OIwitho ut
additv e s; H, hy po xia(5 % 02);Ⅰ, 0.1 iLg/ml in s ulin; H+Ⅰ,
hy po xia(5 % 02)plu sO.1FLg/mlin sulin･
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2. V E G F と その 受容体の 発現
種 々 の 酸 素過度 で2 4時間培養 し た 内皮細胞(2.5 %, 5 %,
10 %, 20 % 02) か ら ポリ(朗
+
R N Aを分離 して定量的R T P CR法
に よ りV E G Fm R N Aレ ベ ル を検討 し た結果 が図2 Bで あ る. 酸
素濃度の 低下 に伴 っ てV E G FmR N Aレ ベ ル が 著 しく増大す る こ
と が 見い 出 され た . V E G FmR N A レベ ル は無酸素状態で最も高
く, 20 %酸素時の 約5倍にまで 増加 し た. V E G F受容体で は酸
素濃度 の 低 下 に伴 っ てkdr mR N A レベ ル が 増大傾向を示 し た
が , βfJmR N A レベ ル に変動は無 か っ た .
3. 抗V E G F単ク ロ ー ン抗体 によ る 中和作用
V E G F が低酸素刺激 によ る微小血管内皮細胞の 増殖誘導に機
能的 に関 わ っ て い る か どうか をみ る た め, 抗V E G F単ク ロ ー ン
抗体 で ある B し2 を用い て 内皮細胞 の D N A合成 にお よ ぼ す効果
を調 べ た . Bし2を加え た30分間の 前処置後, 5 % 02の 低酸素
培養で内皮細胞 の D N Aへ の[3H]チ ミ ジ ン の 取り込み能を検討
した . そ の 結果, 図2 C に示すよう に低酸素刺激 に よ る D N A合
成促進作用 は B し2 に よっ て用量依存的 に抑制さ れ た . B し2単
独で は 内皮細胞 の D N A合成 は何 ら影響をうけな か っ た .
Ⅱ . イ ン ス リ ン と低酸素 に よる 相加的な内皮細胞増殖促進作
用
さ ら に 筆者 はイ ン ス リ ン が低酸素に よ る内皮細胞 の D N A合
成促進効果 に相加的に作用す る か 否か を検討 した . す な わ ち,
微小血 管内皮細胞を0.1/∠g/ml イン ス リ ンな ら び に5 % 02の 存
在, 非 存在下 で 24時間培養 し, 内皮細胞の D N A合成 に及ぼ す
影響を検討 した . そ の 結果, 図3Aに 示す如く, コ ン トロ ー ル
と 比 べ て イ ン ス リ ン の 投与 で 約30 %, 低酸素処 理 で 約50 %,
低 酸 素下 イ ン ス リ ン 投与 で 約80 %の D N A合成 の 増加を認 め
た
.
こ の こ とか らイ ン ス リ ン は低酸素に よ る 内皮細胞の 増殖促
進 に相加的 に作用す る こ と が 明ら かと な っ た . また 図3 B に示
す如く , 内皮和胞 にお ける V E G Fm RNA の 発現もイ ン ス リ ン
と低酸素 に より 相加的に誘導され る こ と が 示さ れ た.
Ⅳ . イ ン ス リ ン, 低酸素に よ る管腔形成誘導作用
つ い で イ ン ス リ ン , 低酸素刺激 によ る微小 血管内皮細胞の 管
腔形成能 に及ぼす影響 に つ い て検討 した . マ トリ ゲ ル で被服 し
た2 4穴 ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ に 内皮細胞 を播種 し, B し2 存在,
非存 在 卜で3 0分間前処置 し た後, 0.1/∠ g/mlの イ ン ス リ ン な ら
び に 5% 02の 低酸素存在, 非存在~lT で6時間培養を行 / J た . そ
の 結果, 図4 A に示す如く, イ ン ス リ ン , 低酸素 はと も に マ ト
リ ゲ ル 上 で の 内皮細胞管腔形成を促進 し た. ま た, そ の い ず れ
の 効果も10/ノg/mlの Bし2 で完全に抑制さ れ た こ と か ら , オ
ー
トク リ ン V E G F を介す ると 考え られ た. イ ン ス リ ン 単独で は約
50 %, 低酸素処理 で は 約100 %, そ し て イ ン ス リ ン と 低膜射･l】i
Tablel. E ffe cts of insulin o nP A l-1 actlV ltyln microv asc ularEC
Treatm ent P A I-1 activity (%)
Nol e l OO.0 + 7.3
1n s ulin 2 0 6.3 + 5.7*
A fter microvas cular EC had bee ntreated withor wi tho utO.1
p g/ml ins ulin for 2 4 hr, C Onditio ned m ediu m w as ass ayed for
P A ト1activlty.
Datarepres ent the冨±SEM of 9replic atedeter min atio ns･
*P< 0
.




着 で 約150% の 管腔形成促進作用 が観察 さ れ た . 図4 B に典型
的な写真 を示す .
Ⅴ . イ ン ス リ ン に よ る P A I-1活性増強作用























る ･ そ こ で 微小血管内皮細胞の P 瓜 1活性 にお よ ほ すイ ン ス リ
ン の 影響 に つ き検討 した ･ そ の 結果 は表1 に示す如く, 24時間
の 0･1 〃g/mlの イ ン ス リ ン 処理 に よ っ て 内皮細胞の P 瓜 1活性

























Fig･4･ On･geltubefo r m a伽 n a $S ay･ ㈱ Qu an也ta加 e r epre s e ntatbn ･ E Cw e re se eded o n Matrigel witho rwitho utlOpg/mla nd-VE G F
mA bO3 し2)･ and the n e xpo sedto 5%OlyPO Xia +)o r20% 02(by po xia〕inthe pr e se n c e o r abse n c e of O･1FLg/ml in s ulin (in sulin)for6 hr･
Nin efields w e re r a ndomiy sele cted fo r e ach c ultu r e a nd photogr aphed･ Le ngths oftube-1ike structure s w e r e m e a s u red with a
micr o c o mpute r- a S Sisted NIH Im age ･ Each c olu m n repr e s e ntsthe 貢 v alue･ Ba rs sho wS E M･ * P<0.05c o mpa r edto the v alue without
additve s(Student
,
st test)･ @)取picalmicrophotogr aphs of E Ctube s･ a, Cultu re wi thoutadditiv e s;b, With 10FLg/ml B L 2m 触 c, with
O･1FLg/d ins uhn;d･ wi th 0･1FLg/mi in sulin pluslOFLg/ml BI]2 m Ab;e, u nde r5%02;Lu nde r5% 02 wi th 10iLg/ml B Lr2rnAb; g, u nder
5% 02 wi th 0･1FLg/mlin s ulin;h, u nde r5% 02 wi th 0･1FLg/mlin s ulin plu slOFLg/ml Bし2 mA b.
イ ン ス リ ン によ る血 管新生 の 誘導
考 察
本研究 に より, 血 管新生 の キ ー ス テ ッ プで ある内皮細胞の 増
殖と管腔形成が イ ン ス リ ン に より誘導 され る こ とが は じめ て 明
ら か に され た . こ の イ ン ス リ ン の 血 管新生 活性 は, ブタ イ ン ス
リ ン が ウ シ網膜内皮細胞で の D N A合成 を促進 さ せ た と い う
K 山gら
17)の 報告と → 致する . 彼ら の 報告 と 今匝lの 実験結果で は
イ ン ス リ ン に よ る D N A合成の 促進程度 に若干 の 差が 認 め ら れ
るが , そ れ は実験 に用 い た 内皮細胞の 種類, 動物種, 培養条件
の 遠 い に よ る と考え られ る . さ ら に筆者は イ ン ス リ ン の 血 管新
生 活性 が主 に 血 管内皮細胞自身で産 生 さ れ た オ ー ト ク リ ン
Ⅵ‡GFを介する こ と も見い 出し た. す な わ ちイ ン ス リ ン に よ り
内皮細胞 で分泌型V E G Fの mR N A量が 増加 し, イ ン ス リ ン に よ
る微小血管内皮細胞 の 増殖 と管腔形成 の 誘導 が抗 V E Gf
､
単ク ロ
ー ン 抗体 に より完全 に中和 され た . こ の 抗 体自体は内皮細胞 の
増殖や管腔形成 に影響 をお よぼ さなか っ た こ と か ら, 上 記中和
活性は抗体の 毒性 によ る もの と は考え にくい .
さら に 本研究で は低酸素刺激 にお い て も主と して オ ー トク リ
ンV E G F作月]に より微小血 管内皮細胞 の 増殖と管腔形成が促進
さ れる こ と が 観察 され た. 低酸素下 で の VE G Fの 作用は以前 に
大血管で ある ヒ ト臍静脈内皮細胞 でも報告 され て い る 即 . こ の
2つ の 内皮細胞 に お け る低酸素下 で の 増殖反応 に は多少 の 差異
が認 め ら れ た . 具体 的 に は臍静脈内皮細胞で は1 0 % 02下 で ,
一 方, 微小血 管内皮細胞 で は5 % 02下 で 最大の 増殖を示 し た .
こ れは 内皮細胞の 多様牲(hete r oge n eity) の 一 端を示すもの と
考えら れ る 1 8). さ ら に5 % 02~Fで は イ ン ス リ ン に よ る微小血管
内皮細胞 の D N A合成 と管腔形成促進作用 は相加的 に増強 さ れ
たが , こ れ ら の 効果 はい ず れも抗V E G F単 ク ロ ー ン抗体 に より
中和 さ れ た . し た が っ て , イ ン ス リ ン と 低 酸素 は共に VE G F
を 血 管新 生 を 導く主要 メ デ イ エ ー タ ー と し て い る と 推測 さ
れ た .
近年, 網 膜の 虚血 や低酸素 に よ っ て V E G Fの 産生 が 誘導さ れ ,
糖尿病性網膜症で の 血 管新 生 を促進 す る こ と が 報告 さ れ て い
る
4)5)1 9)
. 従 っ て l 本研 究の 結果か ら糖尿痛性網膜症 にお い て は ,
イ ン ス リ ン 治療が V E G F産生 を促 し て病態 を さ ら に増悪 させ る
と い う機能的関連を理解する こ と が で きる . V E G F は ま た, 血
管透過性国子と し ても知 ら れ て お り 洲 , 糖 屁病患者に み らjLる
BR B破綻 に関与す る こ と もホ唆さ れ て い る
7)
. 精根嫡件網膜症
におい て は B R B破綻 に よ る 血 管透過性 の 尤進 が特徴的 な初期
病変と見な さ れて い る2 1)こ と か ら , 初期 の 糖尿病性網膜症 の 進
展にもイ ン ス リ ン が 関与 して い る 叶能性も考え られ る . 事実 ,
イン ス リ ン 投与に よ っ て 血 管透過惟 が先進 し毛細血管か ら の ア
ル ブミ ン 漏出が 増加す る こ とが幸腔iされ て お り2 2), こ の~叶 能性
を支持 して い る . さ ら にイ ン ス リ ン療 法に よ る 急激な 血糖降 卜
によ っ て もV E G Fの 誘導が 引き起こ さ れ る Zこ
i)こ と か ら, こ れ ら
の 機序が 組合わ さ っ て イ ン ス リ ン 治療中に糖尿病性網膜症 の 増
悪が観察 さ れ る の で あろう 24).
イ ン ス 1) ン に よ る V E G Fm R N Aの 誘導機構 は現段階で は 明ら
か にな っ て い な い が , イ ン ス リ ン 樺増殖因子-Ⅰが0.1 ～ 10/∠g/ml
の 浪度で V E G FmR N Aの 誘導を 引き起 こ さ な か っ た (未発表デ
ー タ) こ とか ら , イ ン ス リ ン は微小血 管内皮細胞 上 の イ ン ス リ
ン受容体を介 して 作用す るもの と推測され る2 5). また イ ン ス リ
ン は受容体 の チ ロ シ ン リ ン 酸化 を 介 して 核内因子 K B(n u cle a r
facto r 〟 B, N Fq 〝 B)を活性化 しう る こ とが報告 され て い る2 6).
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従 っ て イ ン ス 1) ン は N F- JCB を 介す る経路 に よ っ て V E G F
mR N Aレ ベ ル を増加させ う るの か も しれ な い 27)
糖 尿 病性網膜症 の 進展 に は 様 々 な血 栓傾向 が 関係 し て い
る
2 H)2 9)
. Ya m agishi ら は 以前に慢性的な高血糖状態 で形成 ,
積 さ れ る A G E が内皮細胞 の 抗凝固性 プ ロ ス タ ノ イ ドで あ る プ
ロ ス タ サ イ ク リ ン の 産生 を阻害する だ けで は な く, P AI- 1 活性
を増加 して 内皮細胞で の 血栓形成を助長する こ と を報告 して い る
9)1 6)3 U)
. 本研 究で は イ ン ス リ ンが 微小 血 管内皮細胞 で P A ト1活
性 を増大 させ 線維素略解活性を弱め , 凝固 した 線維塊を安定さ
せ る作用があ る こ と も初め て明 らか にされ た . 末梢血管 で 形成
さ れ る 微小 血 栓 は局所 の 虚 血 と 低酸素状態 を引き起 こ し ,
V E G Fの 過剰な産生を介 して さ ら に血 管新生を促進 させ , 糖尿
柄性網膜症 を進展 , 増悪 させう る の で あ ろう.
結 論
イ ン ス リ ン に よ る 血 管新生誘導と そ の 分子機構 に つ き検討
し, 以 下 の 新知見を得 た.
1. イ ン ス リ ン は, ヒ ト微小血管内皮細胞の 増殖 と管腔形成
を促進 し た.
2. イ ン ス .) ン は内皮細胞 の 分泌型 V E G Fの m R N A量を増加
させ た . 一一 方, V E G F受容体 である kdrとPtl のm R N A量に は
影響 を及ぼさな か っ た .
3. イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞の 増殖 と管腰形成促進作用 は
抗V E G F単ク ロ ー ン 抗体に より完全 に中和さ れ た .
4. イ ン ス リ ン の 内皮細胞増殖 ･ 管腔形成促進作用は , 代表
的 な血 管新生促進国子 である低酸素の 作用と相加的であ っ た .
5. イ ン ス リ ン は P 封-1活性 を高め , 内皮細胞 に お け る線維素
溶解活性 を抑制 した .
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A bstr act
In s ulin tre atm e ntis epide miologlC ally kn o w n a san indepe nde nt risk fa cto rin the progre s sio n of diabetic retin opathy･
How e v e r･ ho win s ulin e xacerbate sthe retinopathy is n otyetfu11y unde rstood･ In this study, the effe cts of insulin on the
growth a nd tube fo r matio n of mic rova s c ular e ndothelialc e11s(E C) w e rein v e stigated. W he nhu man skin mic rovas c ular E C
W er egr O W n u nde r v a rio u s c o n c e ntr atio ns of in s ulin, D N Asynthe sis as wella stube fo r ma tio n of E Cw e re fo u nd to be
Significantly stim ulated･ Evide n c ethat v a s c ular e ndothelialgr o wth facto r(V E G F)is the m ain m ediato r ofthe angioge nic
activlty Ofin sulin w a s obtained asfollo w s･ In s ulin upregulate sthele v elofm R N Ac odingfo r se cr et oryfo r m s of V E G F, While
the e xpr e s sio n ofthe tw o V E G Fre cepto rge n e s, k dr a ndj7tl, W a S e S S e ntia11y uncha nged by the e xpo s u reto in s ulin . A
m on o clo n al a ntibody aga ln Sthum an V E G Fc an com pletely n e utraliz eboththeprolife r ation and the tube fo r m ation of E Cthat
isindu c ed byin sulin ･ T he anglOge nic effects of in s ulin w e r e ad ditv e with tho s eof hy po xia , a prln CIPal fa cto rin c a u s e s of
ang1 0ge n e Sis･ Fu rthe r,in s ulin slgnific a ntly stim ulated pla s minogen a ctiv ato rinhibito r
-1 a ctiv lty in E C･ T he r e s ults thu s
Sugge St thatin s ulin noto nly elicits a nglOgen e Sisthroughtheindu ction ofa uto c rine V E G F butis also apredispo sl ngfac to rfo r
thro mboge n e si , Which m ay glV e ris eto fo c al is che miathatc o ulds upe rdriv e a nglOge n e Sis,the rebyle adingto the ex a c e rbation
Of diabetic re tin opathy.
